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がん抑制経路 RBと E2F 
 がん細胞で普遍的な変異として、代表的ながん抑制経路の一つである RB経
路の異常が注目されている(1,16,23)。RB経路はがん抑制遺伝子産物 RBの活




     




RBの上流には、Cyclin /CDK複合体や CDK インヒビター 、その上流の様々
なシグナル伝達系などが含まれる。Cyclin /CDK複合体は RBをリン酸化し
て、不活性化する。CDK インヒビターは Cyclin /CDK4複合体の活性を抑制
することで、間接的に RBを活性化する。Cyclin /CDK複合体や CDK インヒ
ビターの上流は、Cyclin や CDK インヒビターの発現や局在を制御すること





















(27)、MCM5,6 (7)、ORC1 (3)、CDC6 (23)、Cdt1 (28)、Cyclin E (29) など、
DNA複製に関わる連遺伝子が多数存在する。MCM (Minichromosome 
maintenance)は DNAヘリカーゼとして働き、DNA複製を促進する。ORC 
(origin recognition complex)は DNA複製開始起点に結合し、CDC6 (cell 
division cycle 6)、Cdt1(chromatin licensing and DNA replication factor 1)を
介してMCMを複製起点にリクルートすることで DNA複製を促進する。ま




















図 1-4. E2F ファミリーメンバーの機能とその主要制御因子 
E2F1-5 は細胞周期進行に貢献し、E2F6-8 は発生にかかわると考えられる。























に DNA複製関連遺伝子群の発現を亢進させる（図 1-5）。また、Cylin Eは
CDK2と複合体を形成し pRBのさらなるリン酸化によりさらに不活性化し、
E2Fによる DNA複製関連遺伝子群の発現誘導をさらに促進する（図 1-5）。こ







図 1-5. RBおよび E2Fによる細胞周期制御機構 
増殖刺激による RBの不活性化および E2F1、2、3aの発現誘導により、E2Fに











            
     
























       

















TAp73 は p53 ファミリーに属し、p53 の標的のがん抑制遺伝子を発現誘導し、












































化された E2F とがん性変化で活性化された E2F では、リン酸化部位が異なり、
がん性変化で活性化された E2Fの方が低リン酸化型であることが示唆されてい
る。ARF プロモーター内のがん性変化で活性化された E2F の結合配列
（TGAGCCGCCCGCGCGCGCGCCTCC）は、増殖関連遺伝子のプロモーター









が示唆されている。また、がん性変化時に E2F によって活性化される ARF プ
ロモーターの E2F1過剰発現による活性化は Cyclin D/CDK4の過剰発現により
減弱すること、一方で生理的に活性化された E2F により活性化される Cdc6 プ
ロモーターの E2F1過剰発現による活性化は Cyclin D/CDK4の過剰発現により
増強することから、増殖刺激で活性化される Cyclin D/CDK4は、がん抑制遺伝




        
図 1-9. 生理的に活性化された E2F とがん性変化特異的な E2F の発生機構のモ
デル 
がん性変化特異的な E2F は CyclinD/CDK4 によるリン酸化修飾を受けないと













            
図 1-10.  ARFプロモーターは、がん細胞でのみ E2Fにより活性化される 

























       












E2F ファミリーメンバーの中でアポトーシス誘導能があるのは E2F1-3a で、





特に PI3K 経路を介した TopBP1 による E2F1 活性抑制機構は詳細に明らかに
なっている。PI3K経路は増殖刺激によって活性化され、アポトーシス誘導を阻
害する細胞生存において重要な経路である。PI3K 経路により Akt/PKB が活性






















  機能 E2F1 活性への影響 
Jab1 転写のコファクター 増強(59) 
AHR 転写因子 抑制(60) 
RIP140 核受容体のコファクター 抑制(61) 
TopBP1 DNA 損傷のチェックポイント因子、転写のコファクター 抑制(55,56,62) 
VHL E3 ユビキチンリガーゼ基質認識サブユニット 抑制(63) 
ARF HDM2 の核小体への移行、転写のコファクター 抑制(64) 
MCPH1 転写のコファクター 増強(65) 
GABPγ1 転写因子 抑制(66) 
SENP8 NEDD8 特異的システイン分解酵素 増強(67) 
SirT1 ヒストン脱アセチル化酵素 抑制(68) 







































② がん性変化で活性化された E2Fの反応性エレメント用いた人工プロモータ 
ーのがん細胞特異的傷害法における有用性の検討 











































④ CDKインヒビターp21Cip1が、がん細胞特異的な E2F活性へ及ぼす影響 



































第 2章 実験材料・方法 
 
１．細胞培養 
 ヒト正常線維芽細胞 Human Foreskin Fibroblast (HFF)およびヒトがん細胞
株 Saos-2、C-33A、H1299、293A、HeLa、U-2 OS、HLFは、10%牛胎仔血清 
fetal calf serum (FCS) 入りの Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)を
用い、CO2 濃度 5％、温度 37℃の条件下で培養した。ヒトがん細胞株 5637、



































 pERE73(1+2)mt×3-ARF(-13)-Lucは、TAp73 遺伝子の E2F反応性エレメ










 pERE73(3+4)mt×5-ARF(-13)-Lucは、TAp73 遺伝子の E2F反応性エレメ









 pE2MT×4-ARF(-13)-Lucは、E2遺伝子の E2F反応性エレメント E2に変




pNF-B-Lucは NF-B 結合配列と HTLV-1 のコアプロモーターをMluⅠと
XhoⅠサイトを利用して pGL3-Basicに挿入することで作成された。 
 
⑫ pNF-B mut-Luc  
pNF-B mut-Lucは NF-B 結合配列に変異を加えた NF-B mut配列と







を示す elongation factor-1 (EF1) プロモーターで発現制御する pEF1-LacZも











ない恒常的活性型変異体で、野生型の pRB より E2Fの抑制能が高い。



















⑤ pcDNA3-12S E1a Δ2-11 
E1aの発現ベクターは pcDNA3-12S E1a Δ2-11を用いた。アデノウイルスの
遺伝子産物 E1aは RB以外に cAMP response element binding protein 
(CBP/p300) と結合する。E1aの RBの不活性化作用をみるために、E1a発現





EcoRⅠを利用して gag-PKBを、pSG5-gag-PKB (71) から pENTR-CMVにサ
ブクローニングすることで作製された。Akt/PKB は細胞膜への移行に伴い活
性化される。pSG5-gag-PKB は、Akt/PKB をコードする配列にレトロウイル
ス由来の group specific antigen (gag) 配列を結合させた gag-PKB発現カセッ
トを導入したプラスミドである。gagを連結することで、そのタンパクは細胞











HSV-TKを含む pTK5（理研リソースバンク）から Polymerase chain reaction 
(PCR)を利用して HSV-TKをサブクローンニングすることにより作製した。
PCRの DNA polymeraseは、PrimeSTAR GXL (タカラバイオ) を用いた。プ
ライマーの配列は、 
Fw+HindⅢ: 5’- AACAAGCTTCAGATCTTGGTGGCGTGAAACTCC -3’、
Rv+XbaⅠ: 5’- GTCTCTAGACAATGGGGTCTCGGTGGGGTATC -3’ 


































pAd/PL-DEST 150 ng とを LR clonase I enzyme buffer 2 Lと LR clonase I 









 アデノウルスベクターを PacIで切断して直鎖状にした後、1 g の直鎖状の
アデノウイルスベクターを FuGENE6 Transfection Reagent (Roche) を用い





 293A細胞 15 cm dish 1 枚当たり 2x108個のウイルスを懸濁した 2 mLの
DMEM中で、37℃、5％CO2条件下で 1 時間培養することで感染させた。感
染後、細胞が全て剥離するまで 3~4日間培養した後、培地ごと細胞を回収し、





発生機、UD-201) を用いて、OUTPUT 3、duty 50で細胞を破砕した。まず細
胞破砕液をそのまま 5分間、次に 200 Lの 10% sodium deoxycholate (DOC) 
を加えて 5分間ソニケーションした。氷上で 30分間インキュベート後、さら




た。P28Sローター用のチューブ (HITACHI) に 1.4 g/mL 塩化セシウム 9 mL
の上に 8 mLの 1.2 g/mL 塩化セシウムを重層し、その上にウイルス懸濁液を
重層した。25,000 rpm、4℃、2時間遠心し、不連続密度勾配の間に形成され
たウイルスのバンドを回収した。同様の操作をもう 1回行い、透析チューブに
ウイルスを移し、1 Lの 10%グリセロールを含む PBSで 4℃一晩透析を行っ






 細胞を撒いてから 24 時間後、FuGENE6 (Roche)、PEI max (Polysciences, 
Inc.)を用いてプラスミドを細胞に導入した。24 時間培養後、メディウムを除去
した後、PBS にて細胞を洗浄し、10%FCS 添加 DEMEM にて 24 時間培養し
た。その後、PBSにて細胞を洗浄し、PBSを 1 mLを添加した後、セルスクレ
ーパーで細胞を掻き取り、回収した。遠心して上清を除去した後、100 μL の
Passive Lysis Buffer (Promega) を加えて凍結融解し、細胞を溶解させた。その







 培養した細胞を遠心により回収し、遠心後 0.3 mL の PBS にて細胞を懸濁し
た。その後、0.7 mL の 100% エタノールを加え１晩細胞を固定した。固定後、
遠心により固定液を除去した後、RNase (50 g/mL)を含む propidium iodide 
(50 g/mL) 1 mL を加え、染色した。室温で 10 分以上染色後、FACSCalibur 




cDNA は、抽出した total RNA 1 gに対し、First stand cDNA synthesis kit 
(Roche) を用いて逆転写により作成した。逆転写のプライマーは oligo dT 
primerを用いた。qPCRは KAPA SYBR qPCR Mix (KAPA Biosystems)を用い





表 2-1. プライマーの配列一覧 
遺伝子名 配列 アニーリング温度（℃） 
ARF Fw: 5’- CCGCCGCGAGTGAGGGTTTT -3’   
 Rv: 5’- ACGGGTCGGGTGAGAGTG-3’ 62.2 
Bim Fw: 5’- GCATCATCGCGGTATTCGGTTCG -3’  
 Rv : 5’- AAAGCGGGGATCTGGTAGCAAAAG -3’ 60.7 
RBBP4 Fw: 5’- TATGCCCCAGAACCCTTGTAT -3’   
 Rv: 5’- ACTGCCGTATGCCCTGTAAA -3’ 54.8 
RBBP7 Fw: 5’- GCAAGATGGCGAGTAAAGAGAT-3’  
 Rv: 5’- GCGGCATGTAACGAGCAC-3’ 53.4 
α-tublin Fw: 5’- CCGGGCAGTGTTTGTAGACT-3’  
 Rv: 5’- TTGCCTGTGATGAGTTGCTC-3’ 67 
β-tublin Fw: 5’- GGGGCGCATTCCAACCTTCC -3’  
 Rv: 5’- AGCTCGGCGCCCTCTGTGTAGT-3’ 54.7 
GAPDH Fw: 5’- GGAGTCCACTGGCGTCTTCA-3’  
 Rv: 5’- GAGGGGCCATCCACAGTCTT-3’ 57.9 
18SrRNA Fw: 5’- AGTCCCTGCCCTTTGTACACA-3’  




遠心でチューブに回収した細胞に、RIPA buffer (150 mM Sodium chloride、
1.0% NP-40、0.5% Sodium deoxycholate、0.1% Sodium deoxysulphate (SDS)、
50 mM Tris-HCl (pH 8.0)) を細胞のペレットの 5倍量加えて、細胞内のタンパ
ク質を抽出した。このサンプルを用いて SDS-PAGE を行った。マーカーは
WIDE-VIEW Prestained Protein Size Marker Ⅲ (WAKO)を使用した。SDS-
PAGE 後、必要な部分のゲルを切り出し、ブロッティング装置 TRANS-BLOT 
SD SEMI-DRY TRNSFER CELL (BIO-RAD) を用いて PVDF膜 (Pall) に転
写した。転写後、PVDF メンブレンを 5% skim milk in TBS (Tris-buffered 
saline) -T (0.1% Tween 20 in TBS) で 30分ブロッキングした。ブロッキング
43 
 
後、TBS-T でメンブレンを 2 回すすぎ、4℃、一晩 (O/N)で 1 次抗体を反応さ
せた。抗体の希釈には 0.25% skim milk in TBS-Tを使用した。反応後、0.25% 
skim milk in TBS-Tでメンブレンを洗浄し (2 回すすいだ後、1 回 20 分震盪、
2 回 5 分震盪) 、2 次抗体を室温で 1 時間反応させた。抗体の希釈には 0.25% 
skim milk in TBS-Tを使用した。2次抗体反応後、0.25% skim milk in TBS-T
でメンブレンを再び洗浄し (2 回すすいだ後、1 回 20 分震盪) 、さらに TBS-T
でメンブレンを洗浄した (1回 20分震盪した後、2回すすぐ)。洗浄後、Immuno 




1次抗体は、抗 p21Cip1 （sc-817, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000）、抗 pRB 
（sc-50, Santa Cruz, 1:500）、抗 Akt抗体（Cell Signaling, 1:250）、抗 p-Akt抗
体  （Cell Signaling, 1:250）、インターナルコントロールとして抗-actin 
（A1978, SIGMA, 1:2000）を使用した。2次抗体には抗ラビット IgG-HRP 標







第 3章 実験結果 
第１節 がん細胞特異的な E2F活性により活性化される ARFプローターを用い 
た傷害法の有用性の検討 
 
ARF プロモーターは、がん細胞特異的な E2F1 プロモーターとは異なり、がん
細胞でのみ E2Fによって活性化され、がん細胞特異的傷害法により有用なプロ








まず、ヒト正常線維芽細胞 HFFおよびヒトがん細胞株 C-33Aにおける ARF
プロモーターと E2F1 プロモーターの活性を調べた。その結果、ヒト正常線維





         
図 3-1-1. HFFと C-33Aでの E2F1、ARFプロモーターの活性の比較 
ヒト正常線維芽細胞 HFFおよびがん細胞株 C-33Aで E2F1、ARFプロモータ
ーの活性をレポーターアッセイで調べた。インターナルコントロールには、













べ、がん細胞特異性を計算した。その結果、E2F1 プロモーターが ARF プロモ
ーターより高いがん細胞特異性を示すがん細胞株の数が 1 種類である一方で、






      














      






ARF プロモーターが E2F1 プロモーターよりもがん細胞で特異的に活性を示
すのかをさらに調べるために、ARF プロモーターが E2F1 プロモーターよりも
がん性変化に対し高い反応性を示すのかを調べた。がん細胞では RB の恒常的
な機能低下に伴い、E2F活性が亢進している。そこで、今回がん性変化として、
RB を強制的に不活性化する E1a の発現と E2F1 の過剰発現を用いた。その結
果、ARF プロモーターは E2F1 プロモーターよりも E1a、E2F1 に対して高い





        
図 3-1-4. ARF プロモーターは E2F1 プロモーターよりもがん性変化に対して
高い反応性を示す 
(A) ARF、E2F1 プロモーターの E2F1 の過剰発現に対する反応性を比較した。
E2F1の発現ベクターは pENTR-E2F1（80 ng）を用いた。インターナルコント
ロールには、Renilla Luciferase を恒常的なプロモーター活性を示す pRL-CMV
を用いた。 
(B) ARF、E2F1プロモーターの E1aの発現に対する反応性を比較した。E1aの
発現ベクターは pcDNA3 12S E1aΔ2-11（10 ng）を用いた。インターナルコン











それを検討するために、細胞傷害性遺伝子として HSV-TK（Herpes simplex 











図 3-1-5. HSV-TKと GCVによる細胞傷害機構 
Ad-ARF-TKと Ad-E2F1-TKは、細胞傷害性遺伝子 HSV-TK を ARF プロモー
ターもしくはE2F1プロモーターで発現制御した組換えアデノウイルスである。
HSV-TKはウラシルのアナログ分子であるガンシクロビル（GCV）をリン酸化
する。リン酸化された GCV は、生体内でさらにリン酸化され、DNA 複製時に




調べた。それぞれのウイルスの感染力価（multiplicity of infection: MOI）を振
って感染させた結果、同じMOIでは Ad-ARF-TKを感染させたサンプルは Ad-
E2F1-TK を感染させたサンプルより低い SubG1 期細胞の割合を示した（図 3-







Ad-E2F1-TK を感染させたサンプルと同程度もしくはそれ以上の SubG1 期細
胞の割合を示した（図 3-1-6）。このことから、これらのがん細胞株において、
Ad-ARF-TK は Ad-E2F1-TK と同程度、もしくはそれ以上の細胞傷害作用があ







図 3-1-6. Ad-ARF-TKは Ad-E2F1-TKよりがん細胞を特異的に傷害する 
正常細胞 HFFは、ウイルスをMOI 10, 20, 50 で感染させた。がん細胞株 Saos-
2、U-2 OS、5637、HeLa、H1299、A549はMOI 1, 2.5, 5で、がん細胞株 H1299
は MOI 0.25, 0.5, 1で感染させた。その後、ガンシクロビル（GCV）濃度 50 M











E2F によって活性化される E2F1 プロモーターが注目されている。これは、が









 ARF プロモーターと E2F1 プロモーターのがん細胞特異性を比較した結果、



















 ARF プロモーターが E2F1 プロモーターよりがん細胞で特異的に高い活性を
示すのかをさらに調べるために、ARF プロモーターと E2F1 プロモーターのが
ん性変化に対する反応性を比較した。がん性変化として、E2F1 の過剰発現や





ており、E1a の発現により RB と E2F との会合を阻害でき、RB の機能低下を
模倣できる。また、G0期の細胞で E1aを発現することで、増殖刺激非依存的に
S 期へ移行することも知られており、E1a の発現もがん化状態を模倣できると
















に対しては Ad-ARF-TK は Ad-E2F1-TK と同程度、A549 に対してはそれ以上
























その E2F 反応性エレメントとして ERE73(1+2)と ERE73(3+4)が同定されてい









図 3-2-1. がん細胞特異的な E2F活性を活用した人工プロモーター 










正常細胞とがん細胞に存在する E2F の両方に反応性を示す E2 プロモーター由
来の E2F 反応性エレメント E2WT を ARF コアプロモーター(ARF(-13))にタン
デム連結した E2WTx4-ARF(-13)も作製した。細胞は正常細胞 HFFとがん細胞
株 5637、Saos-2、DLD-1、HLFを用いた。 













図 3-2-2. がん細胞特異的な E2Fの反応性エレメントはがん細胞でのみプロモ
ーター活性を高めることができる 
正常細胞 HFFとがん細胞株 5637、Saos-2、DLD-1、HLF で SV40 core、E2F1、













図 3-2-3. ERE73(1+2)x3-ARF(-13)、ERE73(3+4)x5-ARF(-13)は 
E2WTx4-ARF(-13)、ARF、E2F1、hTERTプロモーターよりがん細胞で特異 
的に活性を示す 





**： P<0.01人工プロモーターvs ARFプロモーター 
##： P<0.01人工プロモーターvs hTERTプロモーター 
























果、生理的な E2F に対し反応性を示す E2WTx4-ARF(-13)は血清刺激により















図 3-2-4. 人工プロモーターは ARF、E2F1、hTERTプロモーターよりがん性
変化に対して特異的に反応性が高い反応性を示す 
（A）E1a、E2F1, 2, 3aに対する反応性を HFF用いてレポーターアッセイで
調べた。E1a、E2F1, 2, 3aの発現ベクターは pcDNA3 12S E1aΔ2-11（10 
ng）、pENTR-E2F1（80 ng）、pENTR-E2F2（80 ng）、pENTR-E2F3a（80 
ng）を用いた。 
（B）人工プロモーターの血清刺激に対する反応性を HFF用いてレポーター
アッセイで調べた。細胞を撒いてから 24 時間後、メディウムを除去し PBS
にて細胞を洗浄した後、0.1%FCS添加 DEMEMにて 24 時間培養した。トラ
ンスフェクション後、8 時間後に PBSにて細胞を洗浄し、0.1%FCS 添加
DMEMにて、16 時間培養した。FCS添加する前のサンプルを血清刺激後 0
時間のサンプルとして回収し、血清刺激後 24時間のサンプルは FCS 濃度が

















性を失っているのかを E2F1, 2, 3aの過剰発現に対して反応性を示さないかで






*：0.01≦p＜0.05 人工プロモーターvs ARFプロモーター 
**： P<0.01人工プロモーターvs ARFプロモーター 
##： P<0.01人工プロモーターvs hTERTプロモーター 






図 3-2-5. 変異型人工プロモーターは E2F1, 2, 3aの過剰発現に対してほとんど
反応性を示さない 









































































































いた。正常細胞 HFF で傷害作用を、 Ad-ERE73(1+2)x3-TK と Ad-
ERE73(3+4)x5-TKの感染力価（multiplicity of infection: MOI）を振って調べ
た結果、Ad-ERE73(1+2)x3-TKと Ad- ERE73(3+4)x5-TK)を感染させたサンプ
ルはいずれも Ad-pless-TK を感染させたサンプルと同程度の SubG1 期細胞の






ることが判明した。このことから、Ad-ERE73(1+2)x3-TK と Ad- ERE73(3+4) 
x5-TKは、人工プロモーターで HSV-TKを発現制御したため、正常細胞に対し
て傷害作用を示さないことが示唆された。  












図 3-2-9. Ad-ERE73s-TKはがん細胞を特異的に傷害する 
正常細胞HFFは、ウイルスをMOI 25, 50, 100で感染させた。がん細胞株5637、
Saos-2、DLD-1、HLFは MOI 5, 10, 20で感染させた。その後、ガンシクロビ
























































































第３節 PI3K経路ががん性変化特異的な E2F活性に及ぼす影響の解析 
 











PI3K 経路はその経路の主要因子 Akt/PKB を介して、アポトーシス誘導を抑制
する。Akt/PKB は p53をユビキチン化し分解促進する HDM2をリン酸化によ












のアポトーシス関連遺伝子(Nr4a3 (nuclear receptor subfamily 4, group A, 
member 3)、AMPK2 (AMP-activated protein kinase atalytic subunit alpha-












性変化特異的な E2F 活性を抑制していない可能性もある。そこで、PI3K 経路
が、がん性変化特異的な E2F 活性に及ぼす影響を調べるために、PI3K 経路が
E2F1 過剰発現による ARF、Bim の発現誘導に及ぼす影響を調べた(図 3-3-1)。 
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図 3-3-1. 先行研究と今回の研究の違い 
先行研究では、PI3K が E2F によるがん抑制遺伝子の発現誘導に及ぼす影響を
Nr4a3、AMPK2、Cyp26b1 などのがん抑制遺伝子を用いて検討したが、本研





増殖刺激によって活性化された PI3Kは E2F1過剰発現による ARF、Bim遺伝
子およびプロモーターの活性化を抑制しない 
PI3K 経路が、がん細胞特異的な E2F 活性に及ぼす影響を調べるために、増
殖刺激により活性化された PI3K経路が E2F1過剰発現による ARF、Bim遺伝
子の発現誘導を阻害するのかを qRT-PCRを用いて検討した。細胞はヒト正常線
維芽細胞HFFを用いた。その結果、増殖刺激により、E2F1過剰発現によるARF、
Bim の発現誘導は減弱しなかった(図 3-3-2)。また、この時、PI3K 経路に活性
化伴い生じる Akt のセリン 473 のリン酸化が、増殖刺激により亢進しているこ
とが確認できており、増殖刺激による PI3K 経路は活性化されていると考えら
れる（図 3-3-2）。このことから、増殖刺激により活性化された PI3K経路が E2F1
過剰発現による ARF、Bimの発現誘導を阻害しないことが強く示唆された。 
 















グ法を用いて調べた。細胞を撒いてから、24 時間後に PBS にて細胞を洗浄し
た後、培地を 0.1% FCS 加 DMEMに換え、48時間培養し細胞を休止期に同調
した。その後、Ad-Con を MOI 200 で感染させ、その 24 時間後に PI3K 阻害
剤を加えサンプルには LY294002 を 25 µM となるように加え、血清刺激を加え






した。その結果、増殖刺激により、E2F1 過剰発現による ARF、Bim プロモー
ターの活性化は減弱しなかった(図 3-3-3)。また、この時、PI3K経路の下流であ
る NF-B のが活性化されていることは、NF-kB レポーターの活性化で確認で
きており、増殖刺激による PI3K 経路は活性化されていると考えられる(図 3-3-
3)。したがって、増殖刺激により活性化された PI3K経路は E2F1過剰発現によ






                        
図 3-3-3. 増殖刺激によって活性化された PI3Kは E2F1過剰発現による 
ARF、Bimプロモーターの活性化を抑制しない 
血清刺激が E2F1過剰発現による ARF、Bim プロモーターの活性化に及ぼす
影響を調べた。ヒト正常細胞 HFFに遺伝子導入してから 24時間後に PBSに
て細胞を洗浄し、培地を 0.1% FCS 加 DMEM に換え後、30時間培養した。血
清刺激を加えてから 18時間後に細胞を回収した。インターナルコントロール
には、-galactosidase を恒常的なプロモーター活性を示す elongation factor-1 
(EF1) プロモーターで発現制御する pEF1-LacZ を用いた。PI3K 経路が活性
化されているかどうかをモニターする陽性コントロールとして NF-B 活性を
モニターする NF-B-Luc、および陰性コントロールとして NF-B の結合配列
に変異を入れた NF-B mut-Lucを用いた。 
*： P<0.01 
 













よる ARF、Bimの発現誘導は減弱しなかった（図 3-3-4A）。また、この時、 





図 3-3-4. 恒常的活性型 Akt（gagPKB）は E2F1過剰発現による ARF、Bim遺
伝子の発現誘導を阻害しない 
(A)gagPKBが E2F1による ARF、Bimの発現誘導に及ぼす影響を qRT-PCRで
調べた。HFF細胞を撒いてから、24時間後に培地を 0.1％FCS加 DMEMに換
え、血清飢餓状態で 48 時間培養し細胞を休止期に同調した。その後、Ad-Con
もしくは Ad-E2F1 を MOI 200 で感染させ、同時に Ad-Con、Ad-gag-Akt を













E2F1 過剰発現による ARF、Bim 遺伝子の発現誘導を阻害しないことが強く示
唆された。以上の結果より、PI3K 経路はがん性変化特異的な E2F 活性を抑制
していないことが強く示唆された。 
 
図 3-3-5. 恒常的活性型 Akt（gag-PKB）は E2F1 過剰発現による ARF 、Bim
プロモーターの活性化を阻害しない 
活性化型 Akt の過剰発現が E2F1 の過剰発現による ARF、Bim プロモーター
の活性化に及ぼす影響を調べた。遺伝子導入から 24 時間後に PBS にて細胞を
洗浄し、培地を 0.1% FCS 加 DMEMに換え、48時間培養してサンプルを回収
した。インターナルコントロールには、-galactosidase を恒常的なプロモータ



















ん性変化特異的な E2F 活性を抑制していない可能性もある。そこで、PI3K 経
路が、がん細胞特異的な E2F 活性に及ぼす影響を調べるために、PI3K 経路が 
E2F1 過剰発現による ARF、Bim の発現誘導に及ぼす影響を調べた。細胞はヒ
ト正常線維芽細胞HFFを用いた。 





























largeT 抗原と Ras を導入することで腫瘍化するが、ヒトの線維芽細胞は SV40 























なくとも、CDKは 20種類 (81)、cyclinは 11種類が同定されている(82)。その
うち、CDKは 1, 2, 4, 6が、Cyclinは A, B, D, Eが細胞周期に直接関与してお
り、いずれの Cyclin/CDK も細胞周期進行に貢献する(83)。 
CDK活性は、細胞周期の移行に伴い、主に Cyclinの発現が変動することで調
節されている。Cyclin Bは G2期、M期以降時に発現誘導され、CDK1 と複合
体を形成することでM期進行を促進する。一方、Cyclin Dは G1期初期、Cyclin 
Eは G1-S期以降時、Cyclin Aは S期以降時に発現誘導され、主に Cyclin Dは









図 3-4-1. Cyclin/CDK複合体による E2F活性制御機構 
Cyclin D/CDK4 および Cyclin E/CDK2 は pRB を不活性化して、E2F 活性を亢




の初期のリン酸化を行う。これにより、RB による E2F の抑制能は低下し、細
胞周期進行が促進される。Cyclin E/CDK2は Cyclin D/CDK4,6とは異なる RB
のセリン/スレオニン残基をリン酸化し、RB をさらに不活性化する。これによ
り、E2Fによる増殖関連遺伝子の発現誘導がさらに亢進し、G1期から S期への
移行が促進される。Cyclin A/CDK2 は S 期以降に活性化され、E2F1 もしくは








薬剤性の CDKインヒビターである Flavopiridol は CDK1, 2, 4, 7など様々な





抑制しており、CDK 活性を抑制することでその E2F 活性が増強し、アポトー
シスが誘導される可能性が示唆された。もしそうであるのなら、CDK インヒビ
ターにより CDK 活性を抑制することで、がん細胞特異的な E2F 活性を増強す
ることができ、ARF プロモーターを用いたがん細胞特異的傷害法を改善できる













・CDKインヒビターp21 Cip1の過剰発現はがん細胞で特異的な E2F の標的で
あるがん抑制遺伝子の発現をがん細胞でのみ亢進する 
一般的に、薬剤性の阻害剤は特異性が低いとされている。そこで、CDKイン
ヒビターが、がん細胞特異的な E2F 活性に及ぼす影響は、薬剤性の CDK イン
ヒビターではなく、ヒトの細胞が保持するタンパク質性の CDKインヒビターで
ある p21Cip1の過剰発現で調べた。まずは p21Cip1の過剰発現が、がん抑制遺伝




で定量した。がん細胞株 5637、Saos-2 において p21Cip1が、がん細胞特異的な
E2F標的であるがん抑制遺伝子（ARF, TAp73, Bim, RBBP4, RBBP7）に及ぼ
す影響を調べたところ、5637、Saos-2では p21Cip1過剰発現は ARF, TAp73, Bim, 
RBBP4, RBBP7遺伝子の発現が上昇した(図 3-4-3)。一方で、正常細胞 HFFで









図 3-4-3. p21 Cip1の過剰発現はがん細胞で特異的な E2F の標的であるがん抑制
遺伝子の発現をがん細胞でのみ亢進する 
がん細胞株（5637, Saos-2）、正常細胞（HFF）に、撒いてから 24時間後に Ad-
Con、Ad-p21Cip1をそれぞれ MOI 100で感染させた。感染後、24時間培養し細
胞を回収した。 







正常細胞としてヒト正常線維芽細胞 HFF を用いた。がん細胞特異的な E2F の
標的プロモーターとして、ARF、TAp73 プロモーターを用いた。その結果、が
ん細胞株（Saos-2, 5637）では、p21Cip1の過剰発現は ARF、TAp73 プロモータ








   









p21Cip1 が、がん細胞特異的な E2F 活性を増強するのかをさらに調べるため
に、p21Cip1による ARF、TAp73 プロモーターの活性化が E2F 依存的であるの
かを調べた。そのために、pRBによりがん細胞の E2Fを抑制することで、p21Cip1
による ARF、TAp73 プロモーターの活性化が減弱するのかを調べた。細胞はが
ん細胞株（5637、Saos-2）を用いた。また、pRB は CDK によるリン酸化部位
に変異を加えた恒常的活性型 pRBである PSM.-7LPを用いた。この PSM.-7LP
は野生型 pRB より E2F 活性の抑制能が高いため、E2F の抑制に用いた。その
結果、5637、Saos-2 において、PSM.-7LP の発現により ARF、TAp73 プロモ
ーターの活性が抑制された(図 3-4-5)。したがって、PSM.-7LPの発現により E2F
活性が抑制されたことが示唆された。さらに、同条件下において、PSM.-7LPの
発現により p21Cip1によって ARF、TAp73 プロモーターは活性化されなれなく
なった(図 3-4-5)。したがって、がん細胞での p21Cip1による ARF、TAp73プロ






図 3-4-5. がん細胞における p21Cip1による ARF、TAp73プロモーターの活性化
は、PSM.-7LPの発現による E2F活性の抑制により消失する 





べるために、がん細胞での p21Cip1による TAp73 プロモーターの活性化が E2F
反応性エレメントを介しているのかをレポーターアッセイで調べた。p21Cip1 に
よる TAp73プロモーターの活性化が E2F反応性エレメントを介しているかは、
E2F 反応性エレメントに変異を挿入し E2F に対して反応性を失った TAp73pm
が p21Cip1 により活性化されるかで判定した。その結果、がん細胞株（5637、
Saos-2）において、野生型 TAp73 は p21Cip1 により活性化された一方で、
TAp73mtは p21Cip1による活性化を確認できなかった(図 3-4-6)。従って、p21Cip1







図 3-4-6 p21Cip1による TAp73 プロモーターの活性化は E2F 反応性エレメント
を介している 















ARF-TK を感染させることで、SubG1 期の割合が上昇した(図 3-4-7C)一方で、





















CMV-TKをそれぞれMOI 20で感染させ、ガンシクロビル（GCV））濃度 50 M
の 10 %FCS 入り DMEM もしくは RPMI にて 1 日培養した。さらに Ad-Con、
Ad-p21 をそれぞれ MOI 100 で感染させ、GCV 濃度 50 M の 10 %FCS 入り



































が、pRB の発現により p21Cip1の過剰発現による E2F 活性の増強を阻害するこ
とで消失するか否か調べた。そのためにまず、pRBの発現が E2F活性を抑制す
ることを、p21Cip1による内在性の TAp73、Bimの発現誘導が消失するかを確認
した。内在性の TAp73、Bim の発現は qRT-PCR 法で定量した。その結果、恒











図 3-4-9. PSM.-7LPの発現は、p21Cip1による E2F標的の発現誘導を阻害する 
がん細胞株（5637, Saos-2）、に Ad-Con、Ad-p21Cip1をそれぞれMOI 100で感




















図 3-4-10. PSM.7-LPの発現は p21Cip1によるアポトーシス誘導を阻害する 
がん細胞株（5637, Saos-2）、に Ad-Con、Ad-p21をそれぞれMOI 100で感染
させた。同時に、5637 には Ad-Con、Ad-PSM.7-LPをそれぞれMOI 200で感








Cyclin/CDK 複合体が E2F による増殖関連遺伝子の活性化に及ぼす影響は明
らかとなっているが、Cyclin/CDK 複合体が E2F によるがん抑制遺伝子の活性




CDK 活性を抑制することでその E2F 活性が増強し、アポトーシスが誘導され










p21Cip1 を過剰発現することで、がん細胞特異的な E2F 活性が増強した。
p21Cip1は主に CDKインヒビターとして機能する。したがって、CDK を抑制す
ることでがん細胞特異的な E2F活性が増強することが示唆され、がん細胞特異
的な E2F は CDK によって抑制されることが示唆された。当研究室において、
Cyclin D/CDK4 はがん細胞特異的な E2F に対して抑制的に働くことが分かっ
ている。また、今回用いたがん細胞株（5637, Saos-2）は Cyclin Dの発現が非
104 
 
常に低く、Cyclin D/CDK4 の活性は非常に低いことから、p21Cip1による E2F活
性の増強は、Cyclin D/CDK4 ではなく、他の CDK を抑制したことによると考
えられる。したがって、Cyclin D/CDK4 以外に、E2F に対して抑制的に働く
Cyclin/CDK 複合体の存在が示唆された。Cyclin D/CDK4 はがん性変化で活性
化された E2F を生理的な E2F に変換することが示唆されていることから、そ
の他の Cyclin/CDK も同様に、E2F の機能変換を行っているのかもしれない。














考えられる。ARF プロモーターは p21Cip1 の過剰発現によりがん細胞でのみ活




















第 4章 総括 
E2F は細胞増殖を誘導する一方で、アポトーシスを誘導する二面性のある転
写因子である。E2F が細胞増殖を誘導するのか、アポトーシスを誘導するのか





























         
   




① がん細胞特異的な E2F 活性をプロモーター活性で活用したアプローチ 
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